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Abstract
誗AIM: To investigate the repair mechanism associated
with cholesterol synthesis regulated by silent information
regulator 1 (SIRT1) in rat model of optic nerve damage.
誗METHODS: Preparation of optic nerve damage in 70
rats was randomly divided into normal group (10 rats),
resveratrol treatment group (experimental group 30 rats)
and PBS buffer control group ( 30 rats ). The
experimental group and control group was further
divided into 3 subgroups ( each group 10 rats ),
respectively. After 7, 14, 21d injected resveratrol or PBS,
optic nerve injury were observed, then the rats were
sacrificed. Retina was segregated; the surviving retinal
ganglion cell (RGCs) was counted. Dissection of optic
nerve, cholesterol content of them were tested; RT-PCR
was used to detect mRNA expression of SIRT1, SREBP2
and HMGCR; Western blot assay was used to test the
protein expression levels of SIRT1, cholesterol regulatory
element binding protein 2 (SREBP2) and HMGCR.
誗RESULTS: The numbers of RGCs and cholesterol levels
of rat model with optic nerve injury decreased significantly
(P<0. 01). The mRNA and protein expression levels of
SIRT1, SREBP2 and HMGCR were all decreased in a time-
dependent manner (P<0. 05). Three components of the
three time points, with time injuries were aggravated,
and the extent of damage was significantly reduced in
the treatment group compared with the control group.
But in resveratrol treatment group, the cholesterol levels
and mRNA or protein expression of SIRT1, SREBP2,
HMGCR in optic nerve were significantly restored in a
time - dependent ( P < 0郾 05). The number of surviving
RGCs restored significantly in resveratrol treatment
group (P<0.01) in a time-dependent manner.
誗CONCLUSION: Up-regulating the expression of SIRT1,
SREBP2 and down - regulating HMGCR by resveratrol
could repair the injury of optic nerve through promoting
the synthesis of cholesterol in neurons and retinal
ganglion cells in the repair process. SIRT1 may be as a
promising new target for treatment on optic nerve
damage.
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摘要
目的:探讨沉默信息调节因子1 (silent information regulator 1,
SIRT1)调控胆固醇合成在视神经损伤修复中的作用
机制。
方法:制备视神经损伤的大鼠模型,随机数字法将 70 只
大鼠分为正常组10 只, 白黎芦醇治疗组 (实验组) 30 只
和 PBS 缓冲液对照组 (对照组) 30 只; 再将实验组和对
照组分别分为三组, 每组各 10 只;将白黎芦醇或 PBS 分
别注射实验组和对照组大鼠, 观察视神经损伤后第 7,
14,21d 处死大鼠。 分离视网膜,观察各组大鼠视网膜神
经节细胞(retinal ganglion cell ,RGCs)的存活数量。 分离
术眼视神经,检测其胆固醇含量;RT-PCR 法检测 SIRT1、
SREBP2 和 HMGCR 的 mRNA 表达水平;Western blot 法检
测 SIRT1、SREBP2 和 HMGCR 蛋白表达水平。
结果:损伤模型大鼠的视网膜 RGCs 的存活数量以及视
神经胆固醇含量均明显减少(P<0. 01);SIRT1、SREBP2
和 HMGCR 的 mRNA 和蛋白表达水平均下降(P<0. 05),
并呈时间依赖关系。 三组分三个时间点,随时间延长损
伤均加重,而治疗组损伤程度较对照组明显减弱。 而白
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0 引言
摇 摇 由于解剖结构和生理学特点,90% 以上的视神经损
伤是视神经管段的间接性损伤
[1],而直接性损伤以及视
神经其它部位的损伤在临床上比较少见
[2]。 间接性视神
经损伤是由于额面部特别是眉弓颞上部受到撞击而产生
的,伤侧眼局部和眼底可无异常表现;受伤当时或以后发
生视力下降甚至失明
[3]。 近年来相关研究发现,存在诸
多因素可以明确影响视神经(optic nerve,ON)的再生功
能。 以中枢神经系统损伤模型为基础的研究提示,视神
经可能再生,这就为神经系统相关疾病的治疗提供了研
究目标和方向
[4]。 神经元死亡、神经损伤和退行性变是
神经系统疾病的常见现象,均与神经元细胞脂代谢紊乱
密切相关
[5]。 沉默信息调节因子 1 (silent information
regulator 1, SIRT1)在进化中高度保守,对调节脂代谢关
键基因起着至关重要的作用
[6]。 本研究旨在探讨 SIRT1
调控胆固醇合成在视神经损伤修复中的作用机制。
1 材料和方法
1.1 材料摇 大鼠视神经损伤模型制备:成年 SD 雄性大鼠
70 只,体质量 280 ~320g,外眼及眼底检查均正常。 使用
随机数字表法将其分组,即正常组 10 只,白黎芦醇治疗
组 (实验组)和 PBS 缓冲液对照组(对照组)各 30 只;实
验组和对照组再各分为三组每组 10 只。 模型制备及治
疗处理:50mg/ kg 氯胺酮腹腔注射麻醉后,充分暴露视神
经,用反向镊在距大鼠视神经球侧端 0. 5 ~ 1. 0mm 处夹
持视神经,造成大鼠视神经不完全性损伤。 实验组在损
伤术后立即向腹腔内注射白黎芦醇(30mg/ kg),每 12h
一次:对照组则按同样方法注入等体积 PBS,分别于治疗
后第 7,14,21d 各组分别处死 10 只大鼠,取眼球后分别
分离视神经和视网膜。
1.2 方法
1.2.1 视网膜形态学观察和 RGCs 计数摇 新鲜眼球,常
规乙醇脱水,二甲苯透明,石蜡包埋,纵向视网膜全层切
片,厚 5滋m ,HE 染色,中性树脂封片,光镜下观察视网膜
结构,采用图像分析系统测量 RGCs 数量。
1.2.2 细胞胆固醇含量测定摇 待测细胞胆固醇含量用氧
化酶-过氧化物酶法测定。 按照试剂盒说明书,将前述待
测液(分离的视网膜加入 PBS 后经匀浆制备成混悬待测
液)10滋L 加入到体积为 1mL 的工作液(酶试剂和缓冲液
等级体积混合)中,37益 水浴反应 10min,然后在分光光
度计500nm 波长下分别测定标准管(标准 A)及样品管的
吸光度值(测定 A),按以下公式计算出每 10g 细胞蛋白
胆固醇含量:胆固醇(mg/10g 细胞蛋白)= (测定 A衣标准
A伊标准液浓度伊150衣样品重量)伊10。
1.2.3 实时荧光定量 PCR 检测摇 提取视神经组织的总
RNA,以 M-MLV 逆转录酶法逆转录为 cDNA,做为 RT-PCR
的模板。 以 茁-actin 做为内参照标准。 根据 Genebank 查
到鼠的 SIRT1、SREBP2 和 HMGCR 的 mRNA 序列,Roche
在线软件设计引物。 采用 Applied Biosystems 公司相关检
测试剂及已合成的各基因序列的引物,在 ABI 7500 荧光
定量 PCR 仪上进行各基因的定量检测,每个样本重复 3
次。 20滋L 反应体系包括:TaqMan MicroRNA Assays (20伊)
1滋L,cDNA 1. 33滋L,TaqMan 2伊Universal PCR Master Mix
(No AmpErase UNG) 10滋L,Nuclease-free water 7. 67滋L。
PCR 反应条件:95益 10min:40 个 PCR 循环 (95益 15s;
58益 60s)。 扩增反应条件依据 Roche 在线软件设计引物
所得的相应条件,扩增实验和数据分析采取 ABI 7500 及
相应分析软件。 扩增反应获得的定量数值以 軃 x依s 表示,
全部实验均重复 3 次以上, 组间数值变量比较采用方差
分析。
1.2.4 Western blot摇 所分离视神经采用裂解液进行充
分裂解后,将所得的样品置于 10% SDS-PAGE 凝胶电
泳,随后转移至 PVDF 膜。 分别与兔多克隆抗 SIRT1 抗
体(1颐500)、抗 SREBP2 抗体(1颐1000) 以及抗 HMGCR
(1颐1000)于 4益孵育过夜。 洗膜后二抗孵育 1h 后,ECL
化学发光法显示结果。
摇 摇 统计学分析:全部实验重复至少 3 次以上(重复 3 次
以上的实验是指 RT-PCR、WB 等具体实验)。 采用统计
学软件 SPSS 13. 0。 数值均以 軃 x依s 表示。 使用 ANOVA
进行统计比较,随后使用 LSD 检验进行 Post-Hoc 检测,
组间数值变量比较采用方差分析。 P<0. 05 为差异有统
计学意义。
2 结果
2.1 大鼠视神经不完全损伤模型建立摇 术后实验大鼠切
口愈合良好,无炎性反应。 角膜透明,无外伤性白内障发
生。 术眼玻璃体无炎性反应,玻璃体腔无积血。 视网膜
血液供应正常,无出血和视网膜脱离发生。 术眼瞳孔散
大,直径2 ~4mm。 直接对光反射(-),间接对光反射(+)
即相对性传入性瞳孔反应障碍(relative afferent papillary
defect,RAPD),各项评价指标反映该模型建立成功。
2.2 视网膜形态学改变摇 正常对照组视网膜由内向外分
为神经节细胞层、内核层和外核层,各层平行致密排列。
视神经损伤后 7d,对照组可见神经节细胞层胞核散乱分
布,体积缩小,核染色质边聚浓集,内核层及外核层变薄,
细胞排列紊乱;而实验组视网膜结构无明显变化。 14d
后,对照组胞核数目明显减少,稀疏排列,浓缩核多见,内
核层及外核层明显变薄;而实验组大而浅染的神经节细
胞核减少,染色质浓集明显。 21d 后,对照组各层细胞数
目明显减少,神经节细胞层胞核稀少,染色质浓集,空化
节细胞及胶质细胞浸润,内、外核层细胞减少;而实验组
损伤程度相对较轻。 白黎芦醇处理后各组相应的病变均
有不同程度的改善,而且存在时间依赖关系 (图 1)。
2.3 RGCs 细胞数量变化摇 损伤模型大鼠的视网膜
RGCs 细胞的存活数量,在各时间点都较正常组明显减少
(P<0. 01),并呈时间依赖关系。 而实验组与正常组比
较,在各时间点较正常组略减少(P<0. 05),也呈时间依
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赖关系。 而实验组较对照组在各时间点均存在显著的统
计学差异(P<0. 01),说明白黎芦醇治疗可恢复大鼠视神
经损伤模型中视网膜 RGCs 细胞的存活数量,且呈时间依
赖关系,详见表 1。
2.4 RGCs 细胞胆固醇含量变化摇 损伤模型大鼠的视网
膜 RGCs 细胞的胆固醇含量,在各时间点都较正常组明显
减少(P<0.01),并呈时间依赖关系。 而实验组与正常组
比较,在各时间点较正常组略减少(P<0. 05),也呈时间依
赖关系。 而实验组较对照组在各时间点均存在显著的统
计学差异(P<0. 01),说明白黎芦醇治疗可恢复大鼠视神
经损伤模型中视网膜 RGCs 细胞的胆固醇含量,且呈时间
依赖关系 ,详见表 2。
2.5 RT-PCR 检测 SIRT1、SREBP2 和 HMGCR 的 mRNA
表达水平变化摇 损伤模型大鼠的视神经中,SIRT1、SREBP2
和 HMGCR 的 mRNA 表达水平在各时间点都较正常组明
显减少(P<0. 01),并呈时间依赖关系。 而实验组与正常
组比较,在各时间点较正常组略减少(P<0. 05),也呈时间
依赖关系。 而实验组较对照组 SIRT1、SREBP2 和 HMGCR
的 mRNA 表达水平在各时间点均存在显著的统计学差异
(P<0. 01),说明白黎芦醇治疗可恢复大鼠视神经中
SIRT1(图2)、SREBP2(图3)和 HMGCR(图4)的 mRNA 表
达水平。
2.6 Western blot 检测 SIRT1、SREBP2 和 HMGCR 蛋白
表达水平变 化 摇 损 伤模型大 鼠 的 视 神 经 中, SIRT1、
SREBP2 和 HMGCR 的蛋白表达水平在各时间点都较正常
组减少,并呈时间依赖关系。 而实验组与正常组比较,在
各时间点较正常组略减少,也呈时间依赖关系。 而实验组
较对照组 SIRT1、SREBP2 和 HMGCR 的蛋白表达水平在
各时间点均存在差异,说明白黎芦醇治疗可恢复大鼠视神
经中 SIRT1、SREBP2 和 HMGCR 的蛋白表达水平(图5)。
3 讨论
摇 摇 随着颅脑创伤救治水平的提高,人们越来越重视颅脑
创伤合并伤的治疗,以降低病死率和致残率,提高患者生
活质量。 创伤性视神经损伤(traumatic optic neuropathy,TON)
在颅脑损伤患者中的发病率为 0.5% ~5%,预后较差,是
表 1摇 各组不同时间点 RGCs 细胞的数量变化
(軃 x依s,个/ 显微镜视野)
组别 n 7d 14d 21d
正常组 10 33.18依5.02
实验组(治疗组) 30 29.46依3.28
b 25.19依2.54
b 22.66依1. 87
b
对照组 30 17.31依3.18 14.55依2.28 13.62依2.88
bP<0.01 vs 对照组。
表 2摇 各组不同时间点 RGCs 细胞的胆固醇含量变化
(軃 x依s,mg/10g 细胞蛋白)
组别 n 7d 14d 21d
正常组 10 102.26依4. 23
实验组(治疗组) 30 87.54依8. 63
b 72.15依6.38
b 64.38依5. 14
b
对照组 30 54.21依4. 67 43.59依3.96 32.65依3.12
bP<0.01 vs 对照组。
图 2摇 SIRT1 的 mRNA 表达水平摇 损伤模型大鼠的视神经中,
SIRT1 的 mRNA 表达水平在各时间点(7d:0. 71依0. 06;14d:
0郾 61依0. 05; 21d:0. 49依0. 07)都较正常组(设为 1)明显减少
(P<0郾 01)。 而实验组与正常组比较,在各时间点(7d:0. 87依
0郾 12;14d: 0. 75依0. 09; 21d:0. 68依0. 07)较正常组略减少(P<
0. 05)。 而实验组较对照组在各时间点均存在显著统计学差异
(P<0. 01)。
颅脑外伤致残率较高的重要原因之一。 创伤性视神经损
伤的临床救治尚无统一的治疗规范,视神经损伤和再生的
研究是当今医学界研究的热点和难点之一
[7]。
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中,SREBP2 的 mRNA 表达水平在各时间点(7d:0. 61依0. 05;
14d:0. 53依0. 06;21d:0. 44依0. 04)都较正常组(设为 1)明显减少
(P<0. 01)。 而实验组与正常组比较,在各时间点(7d:0. 79依
0郾 08;14d:0. 73依0. 06; 21d:0. 63依0. 04)较正常组略减少(P<
0郾 05)。 而实验组较对照组在各时间点均存在显著的统计学差
异(P<0. 01)。
图 4摇 HMGCR 的 mRNA 表达水平摇 损伤模型大鼠的视神经
中,HMGCR 的 mRNA 表达水平在各时间点(7d:0. 68依0. 04;
14d:0. 58依0. 03;21d:0. 51依0. 04)都较正常组(设为 1) 明显减
少(P<0. 01)。 而实验组与正常组比较,在各时间点(7d:0. 88依
0郾 11;14d:0. 74依0. 06; 21d:0. 69依0. 05)较正常组略减少(P<
0郾 05)。 而实验组较对照组在各时间点均存在显著的统计学差
异(P<0. 01)。
图5摇 Western blot 检测 SIRT1、SREBP2 和 HMGCR 蛋白表达
水平变化。
摇 摇 Sinuins 或沉默信息调节蛋白 2 (Silencing infomation
regulator2,Sir 2)是一类烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (NAD+)
依赖型的组蛋白去乙酰化酶,该基因所在家族在进化中高
度保守,与能量代谢、细胞氧化状态等密切相关,是长寿与
衰老研究领域的热点基因。 大量研究证实 Sinuins 在基因
沉默、DNA 损伤修复、有丝分裂调控及抗凋亡等方面起到
了重要的作用
[8]。 去乙酰化酶 1(SIRT1)是一种用来修
复受损 DNA 的酶,有研究发现该酶还可修复患有神经退
行性疾病诸如阿尔兹海默症和肌萎缩侧索硬化症(又名
“渐冻人冶症,ALS)的小鼠体内的基因组不稳定性
[9]。
摇 摇 与身体中其他细胞不同,成年哺乳动物大脑中的神经
元不会发生分裂。 既然不能通过复制现有 DNA 来实现修
复,那么 DNA 受损以及导致的基因组不稳定对神经元而
言就是一种阻碍工作。 而且,DNA 分子链的物理断裂与
衰老和神经退行性疾病比如阿尔兹海默症和 ALS 患病情
况下的认知下降也存在着联系
[10]。 已经明确去乙酰化酶
可以防止大脑细胞凋亡,Li-Huei Tsai 等研究了这种保护
行为的分子机制。 他们发现,没有 SIRT1,神经元无法修
复由有毒化学物质造成的 DNA 损伤
[11-14]。 此外,他们还
发现 SIRT1 的行为受到另一种酶的控制调节— — —这种酶
负责将 DNA 包裹进行压缩。 该研究认为利用 SIRT1 激活
药物治疗患有神经退行性疾病和阿尔兹海默症的小鼠的
方法也能防止神经元发生 DNA 损伤
[15-18]。
摇 摇 本实验研究发现,损伤模型大鼠的视网膜 RGCs 的存
活数量以及视神经胆固醇含量均明显减少;同时 SIRT1、
SREBP2 和 HMGCR 的 mRNA 和蛋白表达水平均下降,并
呈时间依赖关系。 应用 SIRT1 激动剂白黎芦醇治疗组的
视神经胆固醇含量以及 SIRT1、SREBP2、HMGCR 的 mRNA
和蛋白表达水平,RGCs 存活数量均明显回升。 SIRT1 激
动剂白黎芦醇通过上调 SIRT1、SREBP-2 及其下游调控基
因 HMGCR 的表达,可进一步促进神经元细胞的胆固醇合
成以及视网膜神经节细胞的损伤后修复过程。
摇 摇 细胞能量代谢与其再生修复过程密切相关,其能量代
谢三大方面之一即脂类物质代谢,其中胆固醇合成更为关
键
[19-21]。 相关基因及调控机制对细胞的生物学功能有着
极为重要的影响,本研究发现 SIRT1 激动剂白黎芦醇通过
上调 SIRT1、SREBP2 及其下游调控基因 HMGCR 的表达,
进一步促进神经元细胞的胆固醇合成。 本研究首次全面
阐释了 SIRT1 在神经元细胞的胆固醇合成过程中的重要
功能性作用,以及对视网膜神经节细胞的损伤后修复过程
中的关键性作用。 SIRT1 通过调控其下游的 SREBP-胆固
醇合成代谢通路,促进有利于神经元细胞修复的脂类物质
(胆固醇)的合成。 SIRT1 可能在视神经损伤后修复过程
中起着至关重要的作用,其调控通路即 SIRT1-SREBP2-
HMGCR 通路对细胞的相关生物学功能也尤为关键。
摇 摇 因此,我们认为 SIRT1 及其调控通路 SIRT1-SREBP2-
HMGCR 可能用于视神经损伤修复重要的干预环节,而
SIRT1 可能是视神经损伤修复的治疗靶点。
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